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論文内容要旨
目的
 NK細胞は癌細胞やウイルス感染細胞に対する溶解活性を持った細胞として理解されており,
 癌発生や微生物感染細胞に対する非特異的な自然抵抗性に感与する細胞として位置づけられてい
 る。近年,抗原に対する特異免疫は本来自己細胞の抗原に向けられた応答性に立脚するものと考
 えられるに至り,NK細胞の本来の役割にもそのような目己細胞の認識が予想される。そこで私
 は,マウスのアロキラ一丁細胞の誘導におけるNK細胞の役害ljを検討解析するために,マウスの
 NK細胞上に特異的に表現されているアシアロGMIに対する抗体を用いて,マウスの生体内より
 完全にNK細胞を除去し'n∂∫∂o,∫n∂∫∫プ。の系においてアロキラ一丁細胞の誘導を試み,NK
 非除去マウスと比較検討し,NK細胞の免疫調節作用の有無を明らかにすることを目的とした。
 材料・および方法
 ①動物SPF環境下で飼育したC3H/He,C57BL/6,Balb/Cマウスの雄5～8週令
 を使用した。②アロキラ一丁細胞の誘導法C3H/HeをResponderとし,C57BL/6,Balb/
 Cの脾単核球細胞をStimulatorとして使用し,f%∂づ∂oでの誘導は,Stimulatorを0.5～LO×107
 細胞を腹腔内投与し,投与後経時的にResponderの脾単核球細胞に誘導されたアロキラー丁活性
 をEL-4(C57BL/6の同系腫瘍)Meth-A,WEHI-3(両方ともBalb/Cの同系腫瘍)を用
 い,またNK活性はYAC-1を標的細胞とする51Cr遊離法により測定した。魏∂∫∫プ。での誘導
 は,X線照射(2000Rad)Stimulator(5×106個/ml)とResponder(5×106個/mi)を1二1
 の割合で10%FCS加RPMI-1640培地にて培養し,5日目にアロキラーT,NK活性を測定した。
 また∫n加≠プ。の系において経時的に培養上清を取りIL2,IFN活性を測定した。③抗体および試
 薬抗アシアロGM1抗体は予研の葛西先生より譲渡された精製IgG抗体であり,インターロイ
 キン2(IL2)は塩野義製薬より分与されたヒト型リコンビナントIL2を使用した。インター
 フェロン(IFN)は日本ロシュより分与されたヒト型リコンビナントIFNαA/Dおよび東レ研
 究所より分与されたマウス型リコンビナントIFNrを使用した。④NK細胞の生体内除去マウ
 スに10μ1の抗アシアロGM1を静注することにより行った。.⑤NK細胞の高度精製脾単核球
“
 細胞の非貪食非吸着細胞群をPercoll不連続密度勾配法によりNK分画(1argegranular
 lymphocytesLGL)を精製し,さらに抗ThyL2抗体と補体処理により丁細胞を除き,抗アシ
 アロGM1を用いた間接Panning法により純度95%のアシアロGM・陽性NK細胞を精製した。
 ⑥IL2の測定IL2依存性増殖を示すマウスNKクローンを用いたIL2測定を行い,力価は
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 常法の如くユニットで算出した。⑦IFNの測定L929細胞とVSVウイルスを用いた抗ウイル
 ス活性を指標にしIFNの力価をユニットで算出した。
結果
 ①抗アシアロGM1抗体を10μ1投与し,NK活性を検討すると24時間後には完全に消失した。
 ②NK活性が完全に消失したマウス脾細胞の丁細胞の数および表層抗原にはなんら変化を与えな
 かった。③抗アシアロGMエ処理マウスにおいて'n加∫roおよび'%∂'∂oのアロキラ一丁誘導系に
 おいて全くアロキラーTの誘導は惹起されなかった。④抗アシアロGM1投与マウスの脾細胞を
 初∂ガ!プ。でアロ抗原で刺激した培養上清中のIL2,IFN活性を測定すると正常マウスのそれ
 に比較して有意に低下していた。⑤抗アシアロGM1処理により誘導されなくなったアロキラ一
 丁細胞は∫n∂f'roの系で精製NK細胞を加えることにより完全に回復された。⑥精製NK細胞に
 アロ抗原刺激を行うと培養上清にIL2,IFNが検出されるが,精製NK細胞からはアロキラー
 丁細胞は誘導されなかった。⑦抗アシアロGM1処理により誘導されないアロキラー丁細胞は,
 ∫n∂μroの誘導系にIL2またはIFNの添加により完全に回復された。
 結論および考察
 NK細胞に対する特異的抗体である抗アシアロGM、抗体は,生体内に投与するとNK細胞の
 みを生体内より除去し丁細胞およびマクロファージには何ら作用することはないが,丁細胞が存
 在するにもかかわらず,アロ抗原に対する特異的キラー丁細胞の誘導が抑制された。このことは
 アロキラー丁細胞誘導にNK細胞(LGL)が必須であることを強く示唆するものである。NK細
 胞はアロ抗原細胞の刺激によりヘルパー丁細胞の産生するIL2を産生することも本論文が明らか
 としたものであり,また,IL2によりNK細胞からはIFNが産生されることは著者の前論文で
 明解である。つまり,アロキラ一丁細胞誘導におけるNK細胞の必要性は,アロ抗原の刺激によ
 りNK細胞から産生されるIL2,IFNが抗原認識をしたアロキラー丁細胞の分化増殖に関与し
 ているものと思われる。この論文で初めて,NK細胞の免疫調節作用の重要性の一端を明らかに
 したと考えられる。
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 審査結果の要旨
 著者はNK細胞に対する特異的抗体である抗アシアロGMl抗体をマウスに投与すると,NK
 細胞が選択的に障害されるが,この時,抗アシアロGM1抗体とは反応しない丁細胞のアロ抗原
 に対する特異的キラー作用の誘導も抑制されることを見い出した。
 この事実はアロキラー細胞の誘導にNK細胞の存在が必須であることを強く示唆するものであ
 る。また,アロキラー丁細胞の誘導の機序として,アロ抗原刺激によりNK細胞が産生するIL2
 1FNが重要な役割をはたしていることを明らかにした。
 このように本論文はNK細胞の免疫調節作用に関する重要な所見を含んでおり,学位授与に価
 する論文であると認める。
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